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RESISTENCIA DE AISLAMIENTOS  DE Phytophthora infestans
AL METALAXYL  EN EL CULTIVO  DE LA PAPA EN COSTA RICA 1/"
Oswaldo  Paez', Luis Gomez", Arturo Brenes" y Roberto  Valverde2/"
Palabras  clave:  Phytophthora  infestans,  papa,  metaiaxyl-M,  Ridomil  Gold,  CEso'  Costa  Rica.
RESUMEN  ABSTRACT
Un total de 118  aislamientos  de Phytoph-  Resistance  of isolates  of Phytophthora  in-
thora  infestans se recolectaron entre julio  de  festans  to metalaxyl  in potato crops  of Costa  Ri-
1999  y enero  de 2000 en las 2 principales  zonas  ca. A total of 118  isolates  of Phytophthora  infes-
productoras  de  papa  en Costa  Rica,  Norte  de  Car-  tans  was  collected  between  July 1999  and  January
tago  y Zarcero.  La resistencia  de los aislamientos  2000  in the  2 main  potato  production  zones  ofCos-
se  evaluo  in vitro midiendo  el crecimiento  radial  ta Rica,  Northern  Cartago  and  Zarcero.  Resistance
del micelio en un medio  suplementado  con  meta-  to metalaxyl  was  determined  in vitro by measuring
laxyl. Los aislamientos  se clasificaron  como re-  micelium radial growth on agar  medium  supple-
sistentes,  intermedios  0 sensibles;  75 aislamien-  mented  with fungicide.  Isolates  were  classified  as
tos (64%) fueron resistentes  al metalaxyl y 43  resistant,  intermediate,  or sensitive.  Seventy-five
(36%) fueron sensibles  a este fungicida. No se  isolates  (64%) were  resistant  to metalaxyl  and  43
encontraron aislamientos intermedios..  La  fre-  isolates  (36%)  were  sensitive  to this fungicide,  No
cuencia  de aislamientos  resistentes  varia marca-  intermediate  isolates  were found. Resistance  fre-
damente  entre zonas.  En Cartago,  la relacion  de  quency  varied markedly  between  production  zo-
aislamientos  resistentes:sensibles  fue aproxima-  nes.  The ratio of resistant:sensitive  isolates was
damente  de 1:1, mientras  que en Zarcero  fue de  near  1:1 for Cartago  whereas  it was  7:1 for Zar-
7:1. No se  observo  ningun  cambio  en la frecuen-  cero.  There.  was  no apparent  change  in frequency
cia de los aislamientos  resistentes  durante  los 3  of metalaxyl  resistance  among  the sampling  pe-
periodos  de muestreo.  Los aislamientos  resisten-  riods.  Resistant  isolates  had  a similar  ECso  in both
tes de ambas  zonas  mostraron  una CEso  similar,  zones  whereas  sensitive  isolates  from fields in
mientras  que  los aislamientos  sensibles  de  Zarce-  Zarcero had a greater  ECso  value than isolates
ro mostraron  una  CEso  mayor que los aislamien-  from Cartago.  Other 29 isolates,  collected  from
tos sensibles  de Cartago.  Con el fin de evaluar  el  naturally-infected  leaves  of potato plants during
fungicida metalaxyl-M, enantiomero  activo del  July 2000,  were  evaluated  for sensitivity  to meta-
metalaxyl, en julio  del 2000 se recolectaron  29  laxyl  an~ metalaxyl-M.  Isolates resistant to
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nuevos  aislamientos.  Se  determin6  el nivel de re-  metalaxyl  were  also  resistant  to metalaxyl-M.  Li-
sistencia  para el metalaxyl-M y metalaxyl; los  kewise,  isolates  sensitive  to metalaxyl were  also
aislamientos  mostraron  el mismo nivel de resis-  sensitive  to metalaxyl-M. Resistant  isolates  sho-
tencia para ambos fungicidas. Todos los aisla-  wed lower  ECso values to  metalaxyl-M than
mientos que resultaron resistentes  al metalaxyl  metalaxyl.
tambien fueron resistentes  al metalaxyl-M, de
igual forma los aislamientos  sensibles  al meta-
laxyl fueron sensibles  al metalaxyl-M. La CEso
del metalaxyl rue mayor que la CEso  del meta-
laxyl-M.
INTRODUCCION  despues  de iniciado su uso. Posteriormente,  rue
introducido  el Ridomil MZ en el cual se  mezcl6
El tiz6n tardio de la papa  y tomate,  causa-  el metalaxyl con el fungicida protector manco-
do por el pat6geno  oomicete  Phytophthora  infes-  zeb. En la actualidad,  se comercializa Ridomil
tans  (Mont.) de Bary, es  considerado  una  amena-  Gold MZ en el cual se  sustituy6  el metalaxyl  por
za para la seguridad  alimentaria mundial (Nei-  su enanti6mero  activo, el metalaxyl-M.
derhauser  1999).  En afios recientes,  ha existido  Por ser  el metalaxyl  el fungicida  mas  ver-
un incremento  en la incidencia  y severidad  de es-  satil y  activo de los  compuestos  fenilamidas
ta enfermedad  y su manejo  se  ha hecho  mas  difi-  (Schwinn y Staub 1995), ha sido ampliamente
cil en muchas  partes  del mundo  donde  se  cultiva  usado  contra  P.  infestans  en  papa  y tomate,  10  que
papa  (Fry y Goodwin 1997).  Esta dificultad co-  ha llevado a que las nuevas  poblaciones  de este
rresponde,  en parte, a un aumento  en la diversi-  pat6geno  alrededor  del mundo  contengan aisla-
dad genetica  del pat6geno  y a la aparici6n de  mientos  resistentes  (Koh et al. 1994,  Gisi y Go-
nuevos  genotipos  (Fry y Goodwin 1997),  10  cual  hen 1996, Forbes et al.  1997, Sedegui et al.
rue evidente  a partir del descubrimiento  del tipo  2000).  Los aislamientos  resistentes  ban  mostrado
de apareamiento  A2 fuera de Mexico y a la ocu-  ser igualmente  0 mas agresivos  que los indivi-
rrencia y  diseminaci6n de cepas  resistentes  al  duos  sensibles  (Kadish y Cohen 1988ab,  Bashan
metalaxyl  a principios  de  la decada  de  los 80 (Fry  et al. 1989),  convirtiendose  asi la resistencia  al
y Spielman  1991,  Gisi y Cohen 1996).  metalaxyl,  en una caracteristica  agron6mica  im-
El metalaxyl es un fungicida fenilamida  portante  en el manejo  integrado  de esta  enferme-
sistemico  usado  para  el control de pat6genos  00-  dad y usada  como un marcador  fenotipico para
micetes  (Urech et al. 1977), con ninguna  acci6n  caracterizar  poblaciones  de  P.  infestans  (Fry et al.
sobre  bongos  verdaderos  (Erwin y Ribeiro 1996).  1993, Forbes  et al. 1998). De esta manera,  un
En los oomicetes  se  encuentran  pat6genos  como  manejo efectivo de la  enfermedad  depende  en
Phythium, Phytophthora,  Pseudoperonospora  y  gran  parte  del conocimiento  de la variabilidad  de
Albugo. El meta1axyl  tiene una  acci6n  especifica  las poblaciones  y un mejor entendimiento  de 10s
sobre la ARN-polimerasa, interfiriendo con la  cambios  en estas  (Daayf y Platt 1999,  Fraser  et
sintesis  del ARN (Fisher  y Hayes 1982,  Davidse  al. 1999).
et al. 1983).  Este  fungicida reduce  el crecimiento  La variabilidad  genetica  de P.  infestans  ha
micelial de Phytophthora  sin afectar  la germina-  sido ampliamente  investigada  en Mexico, debido
ci6n de esporangios  y zoosporas  (Fisher  y Hayes  a que  este  pais  es  considerado  su  centro  de  diver-
1982).  El metalaxyl  (Ridomil) rue  introducido  en  sidad (Goodwin et al. 1992,  Tooley et al. 1985,
Costa  Rica a inicios de la decada  de los 80 para  Matuszak  et al. 1994).  Contrario a esto,  poco se
el control del tiz6n tardio, la resistencia  del pat6-  conoce  acerca  de la estructura  poblacional  de P.
gena rue observada  en el campo poco tiempo  infestans  en parses  de  America  Central.  En CostaPAEZ et al.: Resistencia  de aislamientos  de P:  infestans  al matalaxyl  35
Rica, IDS  estudios  sabre  la caracterizaci6n  de es-  de papa  en la zona  de Zarcero.  Los aislamientos
te pat6geno  son  limitados e incluyen  pocos  aisla-  se  recolectaron  en diferentes  campos  de  papa  con
mientos (Hohl  e Iselin  1984, Goodwin et al.  sfntomas  de tiz6n tardio, seleccionados  al azar.
1994,  Sanchez  et al. 2000). S610  en el estudio  de  Cada  uno de los aislamientos  provino de
Sanchez  et al. (2000), se evalu6 la resistencia  al  una  sola  lesi6n.  Una secci6n  de aproximadamen-
metalaxyl con los aislamientos  recolectados  y se  te 1 cm2  de tejido infectado  se  coloc6 entre  2 ro-
report6 un aislamiento  de P. infestans  resistente  dajas de tubercula de papa,  previamente  desin-
al metalaxyl  de 2 aislamientos  obtenidos  de papa  fectado,  y se  incub6  en una  caja plastica  cerrada,
en Costa  Rica. ElIos tam  bien reportaron  1 aisla-  a 18°C  y ala oscuridad.  Despues  de una semana
mien  to resistente  y 2 aislamientos  con resistencia  de incubaci6n,  se tomaron pequeiias  cantidades
intermedia  de 10  aislamientos  recolectados  de to-  del micelio que habfa  crecido  sabre  las rodajas  y
mate. Sin embargo,  pocas son las conclusiones  se colocaron en un media de centeno-B-agar
que se  pueden  obtener  de estos  resultados  acerca  (Caten  y Jinks 1968),  suplementado  con los fun-
de la distribuci6n y dinamica  de la resistencia  al  gicidas  PCNB 75% WP 67 mg/L y Benlate  50%
metalaxyl.  WP 100  mg/L y con los antibi6ticos  vancomici-
El prop6sito del presente  estudio  rue de-  na 100  mg/L, ampicilina 200 mg/L y rifampicina
terminar la resistencia  de P. infestans  al meta-  20 mg/L. Luego  de 10-15  dfas,  se  obtuvo  IDS  cul-
laxyl en las 2 principales zonas  productoras  de  tivos puros  en  el media  de  centeno-B-agar.  Usan-
papa  en Costa  Rica  y monitorear  la frecuencia  do este  procedimiento  P. infestans  rue aislado  de
de resistencia  en el tiempo. Como un objetivo  mas  del 95% de las muestras  recolectadas.
adicional, se determin6  si aislamientos  de P. in-
festans resistentes  a metalaxyl tambien  eran re-  Resistencia  al metataxyl
sistentes  a metalaxyl-M.  La resistencia  al metalaxyl se dett'.rmin6
in vitro comparando  el crecimiento  radial de los
aislamientos  en medias  de centeno-B-agar  con y
MATERIALES  Y METODOS  sin fungicida. EI metalaxyl (grado  tecnico  70ro)
fuedisueltoen dimetilsulfoxido (DMSO)y  aiia-
dido al media de cultivo despues  de esterilizarlo
Aislamiento del patogeno  en el autoclave  (el tratamiento  control sin fungi-
Aislamientos  de P.  infestans,  obtenidos  de  cida rue suplementado  con la misma  cantidad  de
hojas de papa infectadas  naturalmente,  se reco-  DMSO). Inicialmente,  en una serie de 49 aisla-
lectaron en las 2 principales zonas  productoras  mientos  se  evaluaron  3 concentraciones  de meta-
de  este  cultivo en Costa  Rica,  Notte de Cartago  y  laxyl (0, 5 y 100  IJg/ml)  para  determinar  elnivel
Zarcero.  Cartago  esta  localizado 32 km Este de  de  resistencia.  Posteriormente,  en otra  seriede  69
San Jose,  mientras que Zarcero esta 10calizado  aislamientos  se evaluaron  8 cencentraci6nes  de
50 km Noroeste  de San  Jose.  Los aislamientos  se  metalaxy1(0,  0.001,  0.01,0.1, 1, 10, 100  Y 1000
recolectaron  durante  3 perfodosde  muestreo:ju-  IJg/ml) p~  determinar  el nivel de resistencia  y
liD-agosta, setiembre-noviembre  y  diciembre-  calcular la CEso  (Concentraci6n  Efectiva= con-
enero  2000. Debido it.  que actualQlente  no existe  centraci6n  a lacual el crecimiento  relativo es el
una  metodologfa  estandar  para  el muestreo  de P.  50% del crecimiento  del control).
infestans  y ala inexistencia  local de informaci6n  De cada  uno de IDS  aislamientos  puros,  de
previa acerca  de la resistencia  del pat6geno  al  una  semana  de incubaci6n  en centeno-B-agar,  se
metalaxyl,.  el muestreo  se  realiz6 de acuerdo  a la  tomaron  discos  de agar  de 5 6 9 mm de diametro
metodologfa  propuesta  par Gisi yCohen (1996),  del borde  de1a  colonia, 10  cual representa  lazo-
considerando  cada zona productora como una  na de crecimiento  activo, y se colocaronen las .
unidad agron6mica  independiente.  Se recolecta-  concentraciones  descritas  anteriormente.  Hubo 3
ran 79 aislamientos  de campos  de papa  en la zo-  replicas  par aislamiento  en cada  una de las con-
na  Norte  de Cartago  y 39 aislamientos  de  campos  centraciones  del fungicida. Los aislamientos  se36  AGRONOMIA COSTARRICENSE
incubaron  a 18°C  y ala oscuridad  par 7-10 dfas.  5 y en 100  ~g/ml UJ1  crecimiento  radial mayor al
El crecimiento  de la colonia se evalu6  midiendo  40% del crecimiento  radial <Jel  control.
perpendicularmente  2 veces  el diametro  de esta  Se  construy6  un grafico de acuerdo  a For-
(Figura 1). De acuerdo  al crecimiento  radial rela-  beg  et at. (1997),  comparando  log  val  ores  del cre-
tivo de la colonia ([DCF-DDI]*I00/[DSF-DDI],  cimiento radial de log aislamientos  en  1 6 5
donde  DCF=diametro  promedio  de la colonia en  ~g/ml contra log valores del crecimiento radial
el media con fungicida, DDI=diametro  del disco  de log mismos aislamientos  en 1  00 ~g/ml. Los
de ino~ulaci6n  y DSF=diametro  promedio  de la  valores  de la CEso  de 69 aislamientos  fueron  cal-
colonia  en el media sin fungicida),  log aislamien-  culados  uganda  una  regresi6n  lineal entre  ellog\O
tOg  se  clasificaron  en 3 niveles  de  resistencia  usan-  del crecimiento radial relativo y el loglo de la
do las  concentraciones  de  0,5 y 100  ~g/ml (Fraser  concentraci6n  del fungicida.  Se  realiz6 una  prue-
et al. 1999)  0 las concentraciones  de 0, 1 Y 100  ba de Chi-cuadrado  para determinar  la relaci6n
~g/ml (Therrien et at. 1993). Los aislamientos  entre  ambas  zonas  productoras  y log perfodos  de
sensibles  mostraron  en 1 6 5 Y en 100 ~g/ml un  muestreo,  sabre  log niveles  de resistencia.
crecimiento  radial menor  al 40% del crecimiento
radial del control. Los aislamientos  intermedios  Metalaxyl vs. metalaxyl-M
mostraron  en 1 6 5 ~g/ml un crecimiento  radial  Con el fin de determinar  la resistencia  de
mayor al 40% del crecimiento  radial del control,  aislamientos  al metalaxyl  y a su  enanti6mero  acti-
pero en 100 ~g/m1  mostraron  un crecimiento  ra-  vo metalaxyl-M,  se  evaluaron  un total de 29 nue-
dial menor  al 40% del crecimiento  radial del con-  vas aislamientos  de P. infestans.  Los aislamientos
trol. Los aislamientos  resistentes  mostraron  en 1  6  se recolectaron  en julio  de 2000 de cultivos de
Fig. 1.  Crecirniento  micelial de Phytophthora  infestans.  A =  aislarniento  resistente  at metalaxyl.  B =  aislarniento  sensible  at
metalaxyl.  d =  medidas tornadas perpendicularniente  una de la otra.PAEZ et al.: Resistencia de aislamientos  de ~  infestans aI matalaxyl  37
papa  en lag  zonas  de Cartago  y Zarcero.  Se  toma-  "0  1.2 = ran al azar  11  aislamientos  resistentes  de  Cartago  8  R
Y 13  aislamientos  resistentes  de Zarcero.  Se  in-  ~  1.0  ..
cluyeron  5 aislamientos  sensitivos  como  un  con-  ~  08  ...,  A
trol de sensibilidad.  ~ ~  M
La resistencia  a los fungicidas metalaxyl  ~  8  06
Y  metalaxyl-M  se  determino  usando.8  concentra-  :3 ~  0.4
ciones  de cada  fungicida, como  se  describio  en el]  s  A :'3>  I
experimento  de metalaxyl.  Para  la prueba  del me-  ~  0.2  ~
talaxyl-M se usa la f6rmula comercial  Ridomil  5  0
Gold  480  EC (48%  de metalaxyl-M),  el cual  se  0  0.2  0.4  0.6  0.8  1.0  1.2  1.4
agreg6 directamente al media esteril. Los valores  Crecimiento  radial  como  proporci6n  del  control
promedio de la CEso en cada fungicida se separa-  (16  Sllg/ml)
ran segun el intervalo de confianza (IC=x:tta/2 ee, d d d. t 196 '  Fig. 2.  Crecimiento  radial  de  118  aislamienlos  de
on  e  x=prome  10,  -",=.  y  ee=error  estan- Ph h ho .  .+: A. I . I \UL  ytop t  ra In)estans. tS  amtentos  reco  ectados
dar). Se determin6  el coeficiente  de correlacion  en Cartago  (/1), aislamientos  recolectados  en
(,.2)  entre los valores  de la CEso  del metalaxyl y  Zarcero  (0).  R=resistente,  I=intermedio  y S=sensi-
del metalaxyl-M.  Ademas,  se  determin6la distri-  hIe.  No  se  encontraron  aislamientos  intermedios.
buci6n de los val  ores  de la CEso  par una prueba
de normalidad.  varia marcadamente  entre zonas (P =  0.0001). En
Cartago,  52% de los aislamientos  rue resistente,
mientras  que en Zarcero, el 87% fue resistente
RESULTADOS  (Cuadro  1). La relaci6n  de aislamientos  resisten-
tes:sensitivos  rue de 1:  1 en Cartago  y de 7:  1 en
Resistencia  al metalaxyl  Zarcero.
Los aislamientos  de P. infestans  se esta-  Los  aislamientos  resistentes  al metalaxyl  se
blecieron  exitosamente  in vitro y su nivel de re-  encontraron  ampliamente  distribuidos  en la mayo-
sistencia  al fungicida metalaxyl  rue  evaluado  (Fi-  ria de  localidades  muestreadas  en  Cartago  y Zarce-
gura 1).  En total, 64 % de los aislamientos  rue  re-  ro, las cuales  comprendieron  campos  de papa  con
sistente al  metalaxyl mientras que el  restante  una  altitud  de 1350-3200  y 1400-2100  msnm,  res-
36% rue sensitivo  (Cuadro  1). En este  estudio  no  pectivamente.  Estos  resultados  muestran  como la
se  encontraron  aislamientos  con un nivel de  resis-  resistencia  tuvo una  distribuci6n  geografica  gene-
tencia  intermedia  (Cuadro  1,  Figura  2). En ambas  ral y esta  rue  independiente  de la altitud.
zonas  productoras  se  encontraron  aislamientos  re-  No bubo  cambia  aparente  en  la frecuencia
sistentes  y sensitivos,  pero la frecuencia  de estos  de resistencia  durante  los 3 periodos  de muestreo
Cuadro I.  Niveles de resistencia  aI metalaxyl de aislamientos  de Phytophthor~  infestans  recolectados  en Cartago  y Zarcero,
Costa  Rica.
Zona'  Nivel de resistencia"  Total
R  1  S
Cartago  41 (52)"  0 (0)  38 (48)  79 (100)
Zarcero  34 (87)  0 (0)  5 (13)  39 (100)
Total  75(64)  0(0)  43(36)  118(100)
*  Prueba  de Chi-cuadrado  entre  zonas  y nivel de resistencia  rue significativa (P=O.OOOI).
**  Nivel de resistencia  de acuerdo  a Therrien  et al. (1993)  y Fraser  et aI. (1999).
***  Numeros  entre  parentesis  son  los porcentajes  en cada  linea.38  AGRONOMIA COSTARRICENSE
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. 4 V I d I CE d 69 . I . d su nivel  de resist  ncia para ambos fungicidas, la Ig..  a ores  e  a  50  e  alS  amlentos  e  .  ..  .  .
Phytophthora  infestans  en  respuesta  aI  metalaxyl.  CEsO  Y su dlStrlb  cl6n  fueron dlferentes (FIgura
Los  aislamientos  fueron  recolectados  en  Cartago  5).  La  mayoria  de  los  aislamientos  resistentes
y Zarcero, Costa Rica. S =  aislamientos  sensibles,  (92%) tuvo una CEso  mayor para la mezcla race-
R ~  aislamientos  .resistentes.  Numer~  entre  paren-  mica (metalaxyl)  que para el is6mero activo pu-
tesls y barras honzontales  =  promedlo  :t ee.  ro  (metalaxyl-M).  El  valor  de la CEso vari6  de
370 a 1527 ~g/ml para el metalaxyl y de 76 a 698
(Cartago, P = 0.69, Zarcero, P = 0.50). En Carta-  ~g/ml  para el metalaxyl-M.  Sin embargo, no hu-
go, 18 (44%),  10 (62%) y  13 aislamientos (59%)  bo una alta relaci6n  entre los val ores de las CEso
fueron resistentes en cada periodo de muestreo,  (r2=0.49).
respectivamente (Figura  3). En Zarcero,  el por-  Los  valores  de la CEso en el  metalaxyl
centaje de aislamientos  resistentes rue de 92%,  parecleran  tener  una  distribuci6n  normal
100% y 76%, respectivamente (Figura 3).  (P=0.75)  mientras  que los  valores  de la CEsoPAEZ  et aI.: Resistencia  de aislamientos  de ~ infestans  al matalaxyl  39
metalaxyl  (2000), incluyen un numero limitado de aisla-
10] I.iJII::""(854%116J  mientos procedentes de Costa Rica. 8
6  Durante este estudio, evaluando el creci-
..  4  rniento radial  del micelio  para determinar la re-
~  2  sistencia al metalaxyl,  s6lo se encontraron aisla-
]  0-10  100  I~  10000  mientos resistentes y sensitivos (Cuadro 1, Figu-
.~  ra  2). Aunque  algunos  autores sefialan que lag
i  10  metalaxyl-M  metodologias in vivo reflejan  mejor  la sit~aci6n
,§  81 11  :~::(248%63)  en el campo (Sozzi et al.  1992), la metodologia
z  6  in vitro ha sido consistente  con la prueba  in vivo
~  uganda  discos  de  hojas  (Fraser  et al, 1999)  Y  tam-
0  bien  ha  sido  confirmada  en  experimentos  de
10  100  1000  10000  campo (Goodwin  et al. 1996), Una evaluaci6  si-
ECoo  <f1g/ml  )  multanea del analisis in vitro  y el analisis in  i~o
Fig.  5.  Valores  de la CE50 de 24 aislamientos  de  mostr6  una r2 superior  a 0,94  (Matuszak  et al,
Phytophthora  infestans  resistentes  a la mezcla  1994). En otros trabajos como  el de Lee e  al,
racemica  metalaxyl  y a su enanti6mero  activo  (1999), la metodologia in vivo del dis' 0 de la ho-
me~alaxyl-M.  Nlimero.  entre  parente~is  y barras  ja rue muy problematica  para dete  'nar la  en-
honzontales  =  promedlo  :%  IC (IC =  mtervalo  de  'b'l 'd d 1 tal 1 . b ' fi t ) Sl II  a  a  me  axy,  mlentras
que a P rue  a  In
con  lanza  =  x:%  an  ee  .  I
vitro, mostr6 mayor consistencia. a prueba  in
vitro, sin embargo,  esporadicamen puedtl dar
en el  metalaxyl-Mno  tienen esta distribuci6n  resultados  inconsistentes  en  aislarni ntos  co~  una
(P=0.09), En este  ultimo caso  2/3 de log aisla-  tasa  de crecimiento  baja (GOOdW ~ .  ~t at. 1996).
mientos resistentes muestran una CEso baja  En este estudio, la presencia  de  gunos aisla-
(Figura 5).  mientos  con tasa  de crecimiento  b 'a, no impidi6
determinar  la resistencia  del pat6g no al fungici-
da, El criteria de Therrien et aI, (~993) y Fraser
DISCUSION  et aI, (1999)  para  determinar  el nivel de resisten-
cia, el cual es  usado  de  manera  estandar,  rue muy
En America  Central,  se  conoce  poco  acer-  consistente  con log valores  de la CEso  de log ais-
ca de la resistencia  de ~ infestans  al metalaxyl  y  lamientos.  Entre  log  aislamientos  que  fueron  eva-
en  general  sabre  su  estructura  poblacional,  Este  es  luados  tanto  para  el nivel de resistencia  como  pa-
el primer estudio  en Costa  Rica que  contempla  la  ra la CEso  (n=93),  todos  aquellos  con nivel de  re-
caracterizaci6n  de un gran numero  de aislamien-  sistencia  sensible  mostraron  una CEso  entre  0,01
tOg,  Estudios  previos  realizados  par Hohl e Iselin  y 0.3 mg/ml mientras  que log resistentes  mostra-
(1984), Goodwin et at. (1994) Y Sanchez  et aI,  ran una CEso  entre 370 y  2350 fig/mi.  Estos
Cuadro 2.  Nivel  de resistencia de aislamientos  de Phytophthora  infestans a la mezcla racemica  metalaxyl  y a su enanti6mero
activo metalaxyl-M.
Metalaxyl-M  Resistentes.  lntermedios  Sensibles  Total
Metalaxyl  Resistentes  24  0  0  24
lntermedios  0'  0  0  0
Sensibles  oj!  0  5  5 I  ~  -
Total  24  \  0  5  29
.~  I N. Id .  . d d F lve  e reslstencla e acuer 0 a  raser  et at. (1999~.40  AGRONOMIA COSTARRlCENSE
valores  de CEso  son  similares,  respectivamente,  a  da (Brent 1995).  Se asume  que el alelo de resis-
log valores  de CEso  de otros aislamientos  de P.  tencia  existe  en la poblaci6n  inicial antes  de la in-
infestans  sensibles  y resistentes  (Koh et al. 1994,  troduccion  del metalaxyl y el uso de este  selec-
Sujkowski et al. 1995,  Fraser  et al. 1999,  Liguo-  ciona individuos en una poblacion  con sensibili-
ri et al. 2000) y tambien  similares  a otros aisla-  dad reducida  al fungicida (Daggett  et al. 1993).
mientos  sensibles  y resistentes  de diferentes es-  Sin embargo,  el presente  estudio  se llev6 a cabo
pecies  de Phytophthora (Fisher y Hayes 1982,  aproximadamente  15  afios  despues  de que  el me-
1985,  Matheron y Porchas  2000, Liguori et al.  talaxyl se  introdujo  en Costa  Rica,  pOT  10  que  hay
2000).  que considerar  tambien log procesos  de migra-
Dosis bajas de metalaxyl estimularon  el  cion de P. infestans,  log cuales  ban sido mencio-
crecimiento de algunos aislamientos  (datos no  nados  como una forma de introduccion  de aisla-
mostrados).  Aproximadamente,  la mitad de log  mientos  resistentes  de una regi6n a otra, involu-
aislamientos  resistentes  evaluados  para la CEso  crando  en el proceso  frutos de tomate  y tubercu-
mostraron  basta  un 15%  de incremento  en su  cre-  log de papa  infectados  (Koh et al. 1994,  Matus-
cimiento  en lag  dosis  de 0.001-1.0  mg/ml con re-  zak  et at. 1994,  Goodwin  et al. 1996,  Fraser  et al.
lacion al control. Este resultado,  aunque  no es  1999,  Sedegui  et al. 2000).
ampliamente  discutido,  se  puede  inferir de lag  fi-  Durante  este  estudio.  se  observ6  una  gran
guras  presentadas en  otras  investigaciones  diferencia  en la frecuencia  de aislamientos  resis-
(Goodwin  et al. 1996,  Forbes  et al. 1997,  Lamour  tentes  entre  ambas  zonas  productoras  (Cuadro  1,
y Hausbeck  2000).  Aunque lag bases  de la esti-  Figura 3). Esta  diferencia  podria estar  relaciona-
mulaci6n del crecimiento pOT  el metalaxyl son  da, principalmente,  con el patron de uso de log
desconocidas,  algunos investigadores  proponen  fungicidas, ya que el fungicida actua como el
un modelo  de interacci6n  molecular  entre  el me-  factor de seleccion  de cepas  resistentes  (Good-
talaxyl y laARN-polimerasa.  En log  aislamientos  win et al. 1996).  Basados  en esta  situaci6n,  la al-
resistentes  hay una  alteracion  en la ARN-polime-  ta frecuencia  de aislamientos  resistentes  encon-
rasa,  de tal forma que el metalaxyl  podrfa  unirse  trada  en  Zarcero  podria  seT  el resultado  de  un ma-
a la enzima  aumentando  su actividad  y pOT  con-  yor uso, en esta  zona,  de productos  que conten-
siguiente  estimulando  el crecimiento  (Zhang et  gan  fungicidas  fenilamidas,  probablemente  como
al. 1997).  Este  modelo  seria  aplicable  unicamen-  resultado  de una alia presion de la enfermedad.
te a log  aislamientos  resistentes,  y en  este  estudio,  En regiones  como Corea (Koh et al.  1994) y
en lag  dosis  de 0.001-0.01  tambien  se  observo  un  Ecuador  (Forbes  et al. 1997)  el patron  de uso  del
estimulo  del crecimiento  basta  de un 17%  en un  metalaxyl  tambien  ha sido considerado  responsa-
1/3 de log aislamientos  sensibles  evaluados  para  ble de  la distribuci6n  regional  de log  aislamientos
la CEso.  Este  resultado  indica que  el estimulo  del  resistentes.  Sin embargo,  en otras  regiones  como
crecimiento  pOT  el metalaxyl  podrfa  ser  mas  com-  Carolina del NoTte  (Fraser  et al. 1999)  no se ha
plejo de 10  que  proponen  Zhang  et al. (1997).  encontrado  diferencias  en la frecuencia  de aisla-
Con respecto  a la resistencia  de P. infes-  mientos  resistentes  entre  campos  aplicados  y no
tans al metalaxyl en papa,  se obtuvo una pobla-  aplicados  con metalaxyl. Esta ultima situacion,
ci6n resistente  y otra sensible.  Esto podrfa seT  muestra  como la frecuencia  de aislamientos  re-
considerado  como  un patr6n  de resistencia  bimo-  sistentes,  una vez seleccionada  la resistencia,  no
dal, originado  a partir de una  poblacion  sensitiva  solo depende  del uso  del fungicida sino tambien
inicial donde  el metalaxyl actua  como un factor  de la capacidad  adaptativa  que tengan  log indivi-
de selecci6n  (Goodwin et al. 1996).  En este  tipo  duos resistentes.  En este  sentido,  algunos  traba-
de resistencia,  denominada  tambien resistencia  jOg  ban  mostrado  que  log  aislamientos  de  P.  infes-
cualitativa,  discontinua,  discreta,  de un solo paso  tans resistentes  al metalaxyl son igualmente  0
0 disruptiva, se observa  claramente  una pobla-  mas agresivos  y adaptados  que log aislamientos
ci6n del pat6geno  sensible  y otra resistente  con  sensibles  (Gisi y Cohen  1996).  Otras  experiencias
una  amplia diferencia  en su respuesta  al fungici-  demuestran  que  la frecuencia  de log aislamientosPAEZ et aI.: Resistencia  de aislamientos  de 1'.  infestans  aI matalaxyl  41
resistentes  al metalaxyl disminuye en ausencia  1996).  El enanti6mero  R es el is6mero  con ma-
de la presi6n  de selecci6n  (Staub  1991),  indican-  yor actividad fungicida de la mezCla  racemica  y
do que  la resistencia  en una  poblaci6n  es  un pro-  rue purificado como metalaxyl-M (Fisher y Ha-
ceso  reversible.  yes 1985, Nuninger et al.  1996, Liguori  et al.
Es dificil predecir  que  pudo  provocar  esta  2000).  Esta  nueva  sintesis  del is6mero  mas acti-
diferencia  en Costa  Rica, ya que no existe  docu-  yO,  tambien  es  conocida  como  mefanoxan  (Parra
mentaci6n  clara sobre  el uso de:  fungicidas  para  y Ristaino 1998,  Groves  y Champaco  2000, La-
el control del tiz6n tardio. Pensar  entonces  que  la  mour y Hausbeck  2000). Se ha propuesto  que el
alta  frecuencia  de aislamientos  resistentes  encon-  uso del metalaxyl-M en lugar del metalaxyl po-
trada  en la zona  de Zarcero  rue debida  a que los  dria ofrecer  ventajas  ambientales  y toxicol6gicas
individuos resistentes  poseen  una mayor agresi-  al disminuir la cantidad  de producto aplicado  y
vidad patogenica  y sean  mejor adaptados,  es  una  ofrecer una mayor actividad contra pat6genos
conclusi6n  anticipada.  Un estudio  reciente,  reali-  oomicetes,  sin afectar  la selecci6n  de cepas  resis-
zado  pOT  Lee et al. (1997) mostr6  como la resis-  tentes (Nuninger et al.  1996, Cooke y  Deahl
tencia al metalaxyl y la agresividad  patogenica  1998,  Liguori et al. 2000).  Sin embargo,  el meca-
son 2 caracteristicas  que no estan  relacionadas  nismo de resistencia  bacia el metalaxyl esta  es-
geneticamente.  POT  10  tanto, es necesario  llevar  trictamente  relacionado  con su modo de acci6n,
acabo  estudios  que  permitan  observar  la agresivi-  mas  aun  la resistencia  cruzada  es  comun  entre  los
dad  de los aislamientos  resistentes  y sensibles  so-  fungicidas  fenilamidas  (Davidse 1995,  Nuninger
bre las variedades  de papa  cultivadas  en el pais,  et al. 1996).
y de esta  manera,  determinar  las posibles  impli-  En otros estudios,  la resistencia  de P. in-
caciones  del factor de resistencia  en la epidemio-  festans al fungicida metalaxyl-M tambien  ha si-
logia del tiz6n tardio en papa.  do reportada  (Groves  y Chapanco  2000),  en adi-
Una observaci6n  importante  de este  estu-  ci6n, el comportarniento  de ambos  fungicidas  ha
dio, rue que la diferencia  en la frecuencia  de ais-  sido evaluado  en otras  especies  de Phytophthora
lamientos  resistentes  y sensitivos  en carla zona  y Peronospora.  Parra y Ristaino (1998) encon-
no mostr6 cambio aparente  durante  los periodos  traron que aislamientos  de P. capsici resistentes
de muestreo  (Figura 3). Resultados  similares  ob-  al metalaxyl,  recolectados  en chile dulce (Capsi-
tuvieron  Matuszak  et al. (1994)  en  Mexico, cuan-  cum annuum L.), tambien fueron resistentes  al
do analizaron  un solo campo  no tratado  con me-  metalaxyl-M. Resultados  similares encontraron
talaxyl, durante  una  epidemia  de tiz6n tardio (pe-  Vishunavat  et al. (1998) al evaluar  el  efecto del
riodo de muestreo  de 40 dias)  0 en un sitio (Ban-  metalaxyl y el metalaxyl-M en aislamientos  de
co-Metapec)  de un afio a otro. Sin embargo,  en  Peronospora  parasitica recolectados  de  Brassica
otros lugares  se  ban documentado  cambios  en la  spp.  De igual forma, Lamour y Hausbeck  (2000)
frecuencia  de los aislamientos  resistentes  de un  encontraron  aislamientos  de  P.  capsici  resistentes
afio a otTo  0 en cortos  periodos  de tiempo duran-  al metalaxyl-M,  provenientes  de chile dulce,  me-
te varios aDOS,  10  cual tambien rue relacionado  16n  (Cucumis  melD  L.), perino (Cucumis  sativus
con el uso del metalaxyl (Bradshaw  y Vaughan  L.) y calabazas  (Cucurbita spp.).
1996,  Daayft y Platt 1999).  Ha sido  documentado  que  en aislarnientos
sensibles  la CE5o  del metalaxyl es mayor que la
Metalaxyl vs. metalaxyl-M  del metalaxyl-M,  ya que  este  ultimo posee  el is6-
Todos  los aislamientos  resistentes  al me-  mero con mayor actividad fungicida (Fisher y
talaxyl evaluados  en la segunda  parte  de este  tra-  Hayes 1985, Liguori  et al. 2000). Este mismo
bajo, tambien  fueron resistentes  al metalaxyl-M.  comportamiento  rue observado  en el presente  es-
El fungicida metalaxyl es una mezcla  racemica  tudio para aislamientos  resistentes  (Figura 5).
que consta  de 2 is6meros,  el enanti6mero  R con  Sin embargo,  no bubo una alta relaci6n entre  los
rotaci6n 6ptica negativa (-) y el enanti6mero  S  valores  de las CE50  (r2=0.49),  es  decir,  que aisla-
con rotaci6n 6ptica positiva (+) (Nuninger et al.  mientos  resistentes  con una CE50  similar para  el42  AGRONOMIA COSTARRICENSE
metalaxyl  pueden  mbstrar  una  CEso  diferente  pa-  mitado  de productosienilamidas  debe  ir acompa-
ra el metalaxyl-M. Esta baja relaci6n podria ser  fiado  de otras  estrategias  de control que ayuden  a
objeto de una interacci6n no muy sencilla en la  un manejo  integrado  de la enf~rmedad,
forma en que se confiere la resistencia  del pat6-  Como  una  medida  adicional  para  entender
gena bacia una mezcla  racemica  y bacia su is6-  mejor la resistencia  y el comportamiento  de las
mero activo puro, Trabajos de genetica  clasica  poblaciones  de P. infestans,  se esta evaluando
ban mostrado  que la resistencia  de Phytophthora  una  serie  de estos  aislamientos,  resistentes  y sen-
a fungi~idas fenilamidas parece estar regulada  sibles, para conocer su agresividad  patogenica,
par  un  solo gen con dominancia incompleta  tipo de apareamiento,  razas  y su variaci6n gene-
(Shattock  1988, Lamour  y  Hausbeck 2000),  tica en general.
Otros trabajos en genetic  a molecular, ban pro-
puesto  que la resistencia  a fenilamidas  es  un me-
canismo genetico mas complejo, involucrando  AGRADECIMIENTOS
tanto genes  mayores  como menores  (Fabritius  et
ai, 1997,  ludelson y Roberts 1999),  Par otro la-  Este trabajo fue financiado  par la Comi-
do, Lee et ai, (1999) proponen  que la resistencia  si6n Europea  a traves del proyecto INCO-DC:
de P. infestans  al metalaxyl es controlada  par un  "Exploitation of the genetic  biodiversity of wild
solo gen dominante  modificado par otros genes  relatives  for breeding  potatoes  with sustainable  re-
con efectos  menores.  sistance  to late  blight (Phytophthora  infestans)",
Los resultados  obtenidos  en este  estudio
son  parte  de una  linea base  para  la evaluaci6n  de
la ocurrencia  de aislamientos  de P. infestans  re-  LITERATURA  CITADA
sistentes  al metaiaxyl en el cultivo de papa en
Costa  Rica y pueden  ser utilizados  para  monito-  BASHAN  B.,  KADISH  D.,  LEVY  Y.,  COHEN  Y.  1989.  In-
rear  cambios  en la resistencia  al metalaxyl  en los  fectivity  to  potato,  sporangial  germination,  and  respi-
,  .  - Ad ' t It d d ration  of isolates of Phytophthora  infestans from  me- proxImos  anos,  emas,  es  os resu a os pue en I I . . d al I . I .  ta axy  -sensitive  an  met axy  -resistant  popu  a-
ser usados para desarrollar  un programa  antIre-  tions.  Phytopathology  79:832-836.
sistencia que ayude a un manejo integrado de la
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